






学 位 の 種 類





薬 学 博 士
薬 第302号
平 成 元 年11月22日
学位規則第5条 第2項 該当
学 位 論 文 題 目 新規 フェニルアラニン系経口抗糖尿病薬の開発
研究
論 文 審 査 員
(主 査)
教授 南 原 利 夫 教授 野 副 重 男
教授 鈴 木 康 男
一139一
論 文 内 容 要 旨
糖尿病 はインスリン作用の不足により糖,脂 質,ア ミノ酸代謝異常 の起 こる慢性疾患である。
インスリン不足の程度 により,生 命維持にイ ンス リンを必要 とするインスリン依存型糖尿病と食
事運動療法や血糖降下剤療法で管理 されるインスリン非依存型糖尿病とに大別 される。現在の糖
尿病治療における最大の問題 は,血 糖 コントロールの不良(高 血糖)に 起因する糖尿病性細小血
管症である。糖尿病性細小血管症は,発 生部位により糖尿病性網膜症,糖 尿病住 腎症,糖 尿病性
神経症等に分けられる。特に糖尿病性網膜症 による失明,糖 尿病性腎症の進展 による腎不全 は糖
尿病患者の予後因子 として重大な意義を持っ。この防止のために厳格な血糖 コントロールを行 う
ことが試み られているが,低 血糖の危険を避けるたあ高血糖になる傾向が見 られる。 しか も,糖 ,
尿病患者全体の約90%を 占めるインス リン非依存型糖尿病患者には,遅 効性で遷延性低血糖の危
険のあるスルホニルウレア剤(SU剤)あ るいは重篤な乳酸アシドーシスの危険性のあるビグア
ナイ ド剤(BG剤)が あるのみで,厳 格な血糖コントロールを実現できないのが現状である。そ
こで,ス ク リーニングにより見出されたアミノ酸系血糖降下物質N-benzoy1-DL-phenylalanineが
SU剤 やBG剤 とは全 く異なった構造を有することに着目し,よ り「優れた抗糖尿病薬を模票すべ く∴
これを リー ド化合物として新 しいタイプの経口血糖降下剤を開発することを企てた。
N一アシルフェニルアラニン類縁体の構造と血糖降下活性との関係
薬物が作用を発現するためには,生 体側の受容体 と薬物分子 とが特異的に相互作用す る必要が
あると考えられている。そこで本アミノ酸系血糖降下物質にも特異的に結合する受容体が存在す





を制御 した誘導体 を合成 し,最 適な立体構造 を求


















アミド構造は活性発現に必要であることが判明 したのでベ ンゾイル部分の構造変換を行 った。
ヘテロ原子の導入は活性を減少させること,飛 ンゼン環構造(平 面構造あるいはπ電子系)は 必
須でないこと,脂 溶性基がかさ高さや立体的な形状において厳密に認識 された特異的な部位であ
ることが判明 した。アシル部分の最適構造 は,trans-4-isopropylcyclohexylcarbonyl構 造であっ
た。
フェニルアラニン部分の構造を検討 したところ,カ ルボキシル部分もフェニルメチル部分 も必
須構造であることが判明 した。カルボキシル基を取 り除くと活性は失われ,ま たエステル誘導体
やア ミド誘導体にす ると活性が減少 した。フェニルメチル部分を種々変換 して様々なアミノ酸構
造 としたがいずれも活性が失われた。特に,ベ ンゼン環をシクロヘキサン環に変換 した場合やベ
ンゼン環にニ トロ基やア ミノ基を導入 した場合に活性が消失することより,ベ ンゼン環の平面構
造や π電子系が活性発現に関与していると考えられる。
このような系統的な検討にょり,最 少有効量1,6mg/kgの 高活性な化合物N一(七rans-4-isopropyl-





A4166に は光学異性体 とシス/ト ランス異性体がある。A4166以 外 の異性体 はほとんど活性を
持たないため,有 効性の確保や薬剤の規格設定のため薬剤中に混入 していないことを確認 しなけ
ればならない。また,安 定性試験において異性化の有無の確認が求められる。さらに,光 学異性
体の吸収や排泄の差,体 内での異性化の有無を検討するために生体試料中の分離定量が必要 とな
る。そこで,簡 便かつ正確な測定法を確立す るため,光 学活性固定相を用 いたHPLC法 による分
離定量を企てた。
まず,合 成サンプル中の光学及びシス/ト ランス異性体の測定を試みた。Theno七 らの方法に準
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じ誘 導 体 化 試 薬N,N-dimethylformamidedi-tert-butylacetallこ よ り ブ チ ル エ ス テ ル に 誘 導 後,
N-tert-butylaminocarbony1-L-valineをaminopropylsilicaに 結合 させ た光 学 活 性 カ ラ ム(SUM
IPAXOA-3000)上,n一 ヘ キ サ ン/1,2一ジ ク ロ ロエ タ ン/エ タ ノ ー ル(100/20/0.05)を 移 動 相 に用
い る こと に よ り,A4166光 学 及 び シス異 性 体3種 の分 離 定 量 に成 功 した 。
っ ぎ に,血 中A4166光 学 異 性 体 の測 定 を行 っ た。 生 体 試 料 中 薬 物 の測 定 は,前 処 理 を で き る だ
け簡 便 に す るた め誘 導 体 化 せ ず に直 接分 析 で き る こ とが望 ま しい 。 カ ル ボ ン酸 の 場 合 は,ア ミ ド
や エ ス テ ル に誘 導 体 化 した 後光 学 活 性 カ ラム で分 離 す るの が一般 的 で あ る。 しか し,移 動 椙 に ト
リフル オ ロ酢 酸 を用 い る こ とに よ りカ ル ボ ン酸 の ま ま分 離 で き る こ とを 見 出 した 。 す なわ ち,光
学 活 性 カ ラムSUMIPAXOA-3000を 用 い,n〈 キ サ ン/n一プ ロパ ノ ー ル/ト リフル オ ロ酢 酸(97.5
/2.5/0.1)、 を移 動 相 とす る こと に よ りA4166光 学 異 性 体 の 分 離 に成 功 した 。 血 清 試 料 の 前 処 理
は,Sep-pakC1。 に よ り行 った 。血 清 を リン酸 緩 衝液(pH6.6)で 希 釈 し,Sep-pakC、,に 吸 着,
水 洗 後,メ タノ ー ル で溶 出 しHPLCに 付 した 。 こ の と き回 収 率 は約95%以 上 で,妨 害 ピー ク は
認 め られ ずA4166光 学 異 性 体 の検 出 が 可 能 で あ っ た 。 内 部 標 準 物 質 に はN一(trans-4-methylcy-
clohexylcarbony1)一D-phenylalanineを 用 い た 。本 法 に よ り,A4166は 血 中 に お い て 異 性 化 しな い
ことが 判 明 した 。
新規経口糖尿病薬A4166の 血中濃度と血糖降下作用
A4166光 学異性体の活性の差は,生 体の受容体により光学異性を識別 されることに基づ くもの
か,吸 収の差に基づ くものか明 らかとするために経口投与後の薬物血中濃度を検討 した。次 に,
A4166の 血糖降下作用の特徴を検討するために,血 糖値の経時変化および薬物血 中濃度を検討 し
た。また,イ ンスリン分泌に対す筍効果を観察 した。
ビーグル犬にA4166あ るいは光学異性体を経口投与 し,経 時的に静脈より採血 して薬物血中濃
度 と血糖値を測定 した。薬物血中濃度は,血 清をSep-pakC18カ ー トリッジにより前処理 した後,
逆相ERC-ODS-1161カ ラムを用いたHPLC法 により,一 方血糖値はグルコースオキシダーゼーパー
オキシダーゼ法により測定 した。
その結果,薬 効発現が遅 く,か つ遷延性低血糖の危険性があるSU剤 と異なり,A4166は 速効か
っ短時間型の血糖降下作用を示 し,こ れは薬物血中濃度 ともよく相関することが明 らかとなった。
最近の治療に要求される厳密な血糖 コントロールを行 う上で,速 効かっ短時間型の血糖降下作用
を有するA4166は,有 用な薬物 となることが期待 される。
血糖降下の作用機作 としては,膵 ホルモ ン分泌の調節,糖 代謝の調節,α,阻 害等が考えられる。
A4166の 場合は,作 用が速やか,か っ強力なことより考えて,イ ンス リン分泌 に関与 しているこ
とが予想される。'そこで,A4166の インスリン分泌におよぼす作用を,イ ンス リン分泌促進が主
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作用機作であるSU剤(ト ルブタミド)を 対照薬 として検討 した。 ビーグル犬にA4166あ るいは
トルブタミドを経口投与後,経 時的に門脈カニューレより採血 し,血 中インス リン濃度 と血糖値
を測定 した。 トルブタミドは持続性のインス リン分泌促進作用を示 した。一方,A4166は 一過性
のインスリン分泌を示 した。血糖降下作用は,い ずれの場合もインス リン分泌によ く呼応 してお
り,両 者とも主作用機作はインスリン分泌 と考えられる。
本研究により開発 された新規経口糖尿病薬A4166は,構 造特異的に高活性であること,主 作用
機作がインス リン分泌であること,速 効短時間型の作用パターンを有することなど,イ ンス リン
非依存型糖尿病患者にとって現在最 も強 く求め られているタイプの薬剤 と考え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
糖尿病の9割 を占めるインス リン非依存型糖尿病患者には,遅 効性で遷延性低血糖を招 くスル1
ホニルウレア剤($U剤),重 篤な副作用を伴 うおそれのあるビクアナイ ド剤(BG剤)が 提供さ
れているに過ぎない。 したがって厳密な血糖コントロールは困難であり,こ のことが糖尿病性細
小血管症,と くに網膜症による失明,腎 症の進行による腎不全の原因 となっている。本研究 は,
アミノ酸系血糖降下物質N-benzoyl-DL-phenylalanineを リー ド化合物として,SU剤 やBG剤 とは
異なった新 しいタイプの経口血糖降下剤の開発を企てたものである。
まず本ア ミノ酸系血糖降下物質に対する受容体が存在すると仮定 し,受 容体に適合す るための
立体構造,受 容体 との相互作用に関わる部分構造の最適化という考えに基づいて種々構造変換を
行 った。その結果,光 学特異的にR体 が活性であること,ア ミド構造が必要である こと,ア シル
部分はかさ高さ,立 体的形状において厳密 に認識 された特異的な部位であること,フ ェニルアラ
ニン部分が必須であることなどが明らかとなり,そ れらの知見に基づいて,最 小有効量:1.6mg/
㎏のN一(trans-4-isopropylcyclohexylcarb。ny1)4}phenylalanine(A4166)を 得 る ことに成功
した。
A4166に は,ほ とんど不活性な光学異性体及びシス異性体が存在するため,有 効成分の定量,
吸収,排 泄の異性体聞差異,生 体内異性化の有無などの検討が不可欠である。そこで,光 学活性
カラム(SUMIPAXOA-3000)を 用 いるHPLC法 により,光 学異性体及 びシス/ト ランス異性体
3種 をブチルエステルに誘導 した後一斉に分離定量する方法を開発 した。っいで血液試料をSep-
pakC、,で 前処理後光学異性体を分離定量する方法を確立 し,A4166が 生体内で異性化 しないこ
とを確認 した。
っぎにA4166光 学異性体を経口投与 し,血 中濃度推移を追跡 した結果,活 性発現 は吸収の差 に
よるのではなく,受 容体が光学異性を識別することに基づ くものと推測された。またA4166の 血
糖降下作用 はSU剤 のそれと比べ速効短時間型で,こ れが薬物血中濃度とよ く相関すること,さ ら
に主作用機作 は,SU剤 と同様にインスリン分泌促進であることが明 らかにされた。
以上,本 研究は,A4166が 構造特異的に高活性であり,ま たその主作用機作 はイ ンス リン分泌
で,か っ速効短時間型の作用パ ターンを示すなどの知見を得て,イ ンスリン非依存型糖尿病患者
に現在最 も強 く望まれているタイプの新規経ロ糖尿病薬を開発す ることに成功 したものであ り,
学位を授与することに十分値する内容 と認める。
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